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研究成果の概要（和文）：胃癌細胞株、MKN1、MKN45、MKN74、肝がん細胞株 HLE, HLF, Huh7,Alex、

大腸癌細胞株Caco2, WiDr,Colo320, 膵癌細胞株 PK-1, PK-7,Panc-1、食道癌細胞株T.T, KYSE30, 

KYSE70 を用いてメトフォルミンの抗腫瘍効果を検討した。すべての癌腫において、in vitro

の系で MTTアッセイにより濃度依存的に細胞増殖抑制効果があった。また、フローサイトメト

リーを用いた細胞周期の解析から、メトフォルミンは、種々の癌細胞の G1アレストを引き起こ

していた。メトフォルミンの細胞増殖抑制効果は、ウェスタンブロット解析から細胞周期関連

分子 cyclinD1、Cdk4、Cdk6、cyclinE、Cdk2を抑制していた。また、メトフォルミンはレセプ

ター型チロシンキナーゼを有する分子、特に EGFR の活性をすべての癌腫において減少させて 

いた。また in vivo の系で MKN74、WiDr、Huh7,Panc-1をヌードマウスに移植し、すべての癌腫

において、メトフォルミンを投与群は非投与群と比較し、腫瘍の増殖は抑制されていた。また

in vitro、in vivo の系でメトフォルミン投与と非投与の癌細胞において多くのマイクロ RNA

が変化していた。以上の結果からメトフォルミンは種々の癌細胞を細胞周期の G1 で停止させ、

細胞増殖を抑制すると考えられた。さらにメトフォルミン投与により種々のマイクロ RNAも変

化し、このマイクロ RNA の変化もまた癌細胞の増殖抑制に関与していると考えられた。 

また、大腸がんの転移在転移性肝癌モデルを作成し、メトフォルミンの投与により、その腫瘍

の増大の抑制が認められ、マイクロ RNAも変化させた。 

 
研究成果の概要（英文）：Objective: Recent studies suggest that metformin, which is a member 
of the biguanide family and commonly used as an oral anti-hyperglycemic agent, may reduce 
cancer risk and improve prognosis of numerous types of cancer. However, the mechanisms 
underlying metformin’s anti-tumor effect on gastric, esophageal, colon, pancreas, liver 
cancers remain unknown. The goal of the present study was to evaluate the effects of 
metformin on the proliferation of various cancers in vitro, and to study changes in the 
expression profile of microRNAs (miRNAs), since miRNAs have previously been associated 
with the anti-tumor effects of metformin in other human cancers.  
Design: The human varios cacer cell lines, such as esophageal cancer cell lines T.T, 
KYSE30 and KYSE70, hepatocellular carcinoma cell lines HLE, HLF HiH7, Alex, colon cancer 
cell lines Caco 2, WiDr, Colo 320, pancreas cancer cell lines PK-1, PK-7 and Panc 1 were 
used to study the effects of metformin on human various cancers in vitro. In addition, 
we used miRNA array tips to explore the differences between miRNAs in some cancer cells 
with and without metformin treatment.  
Results: Metformin inhibited the proliferation of al cancer cells in vitro. Metformin 
blocked the cell cycle in G0/G1 in vitro. This blockade was accompanied by a strong 
decrease of G1 cyclins, especially cyclin D1, as well as decreases in cyclin-dependent 
kinase 4 (Cdk4), Cdk6, and phosphorylated retinoblastoma protein (Rb). In addition, the 
expression of miRNAs was markedly altered with the treatment of metformin in vitro. 
Conclusion: Metformin inhibited the growth of human cancer cell lines, and this 
inhibition may have involved reductions in cyclin D1, Cdk4 and Cdk6. 
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１．研究開始当初の背景 
原発癌の治療に対する飛躍的な進歩にもか
かわらず、転移性癌の克服は難しく、あらゆ
る領域の癌治療における最大の問題となっ
ている。転移性癌のなかでも、最も頻度の高
いのは肝転移であり、その治療は大きな障壁
に直面している。実際、臨床の場においては、
原発性肝細胞癌に対する治療は、ある程度進
歩したにも関わらず、転移性肝癌に対して、
手術療法、化学療法、免疫療法、分子標的治
療薬を主体とした幾多の治療が行われてい
るが、十分な効果を得ているとは言い難い。
特に手術不能な転移性肝癌の予後は極めて
悪く、現在本邦で、７万人以上の患者がいる
にもかかわらず、内科的領域においても、そ
の治療はなおざりにされている感が否めな
い。大腸癌、胃癌の肝臓転移もその例外では
ない。 
我々は、これまで２０年に渡り、原発性肝細
胞癌、胃癌、大腸癌の分子機構について研究
を続け、それらの癌において、癌遺伝子の活
性化、細胞周期の破綻、血管新生分子の増強
について検討し、現在それらの研究から、大
腸癌、胃癌、肝細胞癌の転移進展抑制のため
の分子標的治療薬になりうる候補分子を同
定いる。主にチロシンキナーゼを有する細胞
増殖因子のレセプターあるいは血管新生分
子を標的とした抗体療法 (HER2 の抗体：ハー
セプチン、EGFER の抗体：アービタックス、
VEGF 抗体:アバスチン)を動物実験で肝癌進
展抑制効果を検討しているが、ある程度の効
果は見られるものの満足できるものではな
い。よって新しい視点による、転移性肝癌の
発癌・進展機構の解明とそれに基づいた治療
薬の開発が必要である。 
９０年代の急速な勢いでヒトゲノムプロジ
ェクトが進行した。その結果、予想に反して
ゲノム DNA30億からタンパクの翻訳に使用さ
れる遺伝子は、1.5％にすぎず、タンパク数
にして２万 2千を規定しているにすぎないと

いうことが判明した。さらに、意外な事に、
ゲノム DNA の 70％が RNA に転写されており、
細胞内には膨大な未知の noncoding RNA が存
在することが判明した。マイクロ RNAは、こ
の noncoding RNA の範疇に属し、植物や動物
のゲノムイントロンにコードされる２１〜
２５塩基程度の小さな分子で，これらマイク
ロ RNAの機能としては特異的なメッセンジャ
ーRNA (mRNA)の３’非翻訳領域に部分相補的
に結合し、その mRNA の翻訳、遺伝子発現を
抑制している。 
最近、種々の癌において発現しているマイク
ロ RNAが、正常組織と比較し、著明に変化し
ていることが報告され ており、特
定のマイクロ RNA が、
細胞の癌化・進展 に
関与しているので は
ないかと推測され
ている（正木の業
績 3）。我々は大腸
癌の転移機構にマ
イクロ RNA が関与
しているのではな
いかと考え、既に、
それぞれ４症例の
肝癌転移のある大
腸癌と転移のない
大腸癌組織におい
て６６２種類のマ
イクロ RNA の発現
プロファイリング
のパイロットスタ
ディーを行い、肝

臓転移のある大腸癌と肝臓転移のない大腸
癌ではマイクロ RNAのプロファイリングは明
確に異なることが判明した（図１,未発表デ
ーター）。これらの予備的なデーターは、大
腸癌の肝転移に関与するマイクロ RNAが存在
することを示しており、他の消化器癌の肝転
移も密接な関連を持つマイクロ RNAも存在す



る可能性があり、本申請課題研究を、今後さ
らに押し進めていく価値があると考えられ
る。 
 
２．研究の目的 
転移性肝癌は、現在本邦において患者数が７
万人あまりいるといわれ、終末期を迎えた多
くの癌患者の死亡要因である。しかしながら、
種々の原発癌の終末期のため、その治療法に
関しては、困難を極めている。よって新しい
視点に基づいた転移性肝癌の治療開発は、急
務である。マイクロ RNA（21～25 塩基程度の
noncoding RNA）は、複数のターゲット遺伝
子を抑制する、新たなタンパク質発現制御機
構である。本研究の目的は、大腸癌および胃
癌の肝転移に関与するマイクロ RNAを同定し、
それを標的としたマイクロ RNAが、転移性肝
癌の進展を抑制させる分子標的治療薬に成
り得るかどうかの可能性を探ることである。 
 
３．研究の方法 
大腸癌、胃癌の肝転移に関連するマイクロ
RNA分子を見つけ、そのマイクロ RNAを標的
にした、転移性肝癌の治療法の可能性を目的
とした全体の計画要旨とその役割分担を述
べる。研究は大きく分けて 5 段階からなる。
①まず、術後組織サンプル、内視鏡下組織サ
ンプルの収集は、それぞれ、当課題の研究グ
ループの消化器外科教室 (鈴木)、消化器内
科教室(正木,米山,出口,桶本)が行なう。②
次に、そのサンプルを使用しマイクロ RNA の
実験遂行を消化器内科グループ(正木,米山,
出口,桶本)が行なう。③そのデーターから、
大腸癌、胃癌の肝転移のある群とない群の組
織の発現プロファイルを作成し、クラスター
解析を行なう。同時に肝臓転移に関係のある
マイクロ RNAの拾い上げと、それらのマイク
ロ RNAのターゲット遺伝子のコンピューター
予測は、Bioinformatics を専門とする情報基
盤センターグループ(岩間)が行なう。④肝臓
転移に関与するマイクロ RNA の絞りこみ、⑤
転移性肝癌の進展阻止の観点から見たヌー
ドマウス肝臓転移モデルにおけるマイクロ
RNAの有効性の検討を消化器内科グループ
(正木,米山,出口,桶本)が行なう。 
 
４．研究成果 
胃癌細胞株、MKN1、MKN45、MKN74、肝がん細
胞株 HLE, HLF, Huh7,Alex、大腸癌細胞株
Caco2, WiDr,Colo320, 膵癌細胞株  PK-1, 
PK-7,Panc-1、食道癌細胞株 T.T, KYSE30, 
KYSE70 を用いてメトフォルミンの抗腫瘍効
果を検討した。すべての癌腫において、in 
vitro の系で MTT アッセイにより濃度依存的
に細胞増殖抑制効果があった。また、フロー
サイトメトリーを用いた細胞周期の解析か
ら、メトフォルミンは、種々の癌細胞の G1

アレストを引き起こしていた。メトフォルミ
ンの細胞増殖抑制効果は、ウェスタンブロッ
ト解析から細胞周期関連分子 cyclinD1、Cdk4、
Cdk6、cyclinE、Cdk2 を抑制していた。また、
メトフォルミンはレセプター型チロシンキ
ナーゼを有する分子、特に EGFR の活性をす
べての癌腫において減少させて 
いた。また in vivo の系で MKN74、WiDr、
Huh7,Panc-1 をヌードマウスに移植し、すべ
ての癌腫において、メトフォルミンを投与群
は非投与群と比較し、腫瘍の増殖は抑制され
ていた。また in vitro、in vivo の系でメト
フォルミン投与と非投与の癌細胞において
多くのマイクロ RNAが変化していた。以上の
結果からメトフォルミンは種々の癌細胞を
細胞周期の G1 で停止させ、細胞増殖を抑制
すると考えられた。さらにメトフォルミン投
与により種々のマイクロ RNA も変化し、この
マイクロ RNAの変化もまた癌細胞の増殖抑制
に関与していると考えられた。 
また、大腸がんの転移在転移性肝癌モデルを
作成し、メトフォルミンの投与により、その
腫瘍の増大の抑制が認められ、マイクロ RNA
も変化させた。 
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